tg> 



© BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® 



® 
® 



Offenlegungsschrift 
DE 100 55 789 A 1 



® 



Aktenzeichen: 

Anmeldetag: 

Offenlegungstag: 



100 55 789.9 
10. 11. 2000 
6. 6.2002 



Int. CI. 7 : 

C 07 K 14/245 

C 07 H 21/04 
A 61 K 38/1 6 
A 61 K 39/395 
A 01 N 63/00 
A 61 K 39/108 
A 61 P 31/04 



Serial No. 10/579,248 
Group No. 1752 
Confirmation No.7812 



CD 
00 

LA 
If) 

o 
o 



UJ 



@ Anmelder: 

Pharma-Zentrale GmbH, 58313 Herdecke, DE 

© Vertreter: 

Harmsen & Utescher, Rechtsanwalte, 
Patentanwalte, 20457 Hamburg 



@ Erfinder: 

Hacker, Jorg, Prof. Dr., 97218 Gerbrunn, DE; 
Blum-Oehler, Gabriele, Dr., 97072 Wurzburg, DE; 
Jung, Giinther, Prof. Dr., 72076 Tubingen, DE; 
Hantke, Klaus, Prof. Dr., 72076 Tubingen, DE; Patzer, 
Silke, Dr., 71 134 Aidlingen, DE; Moreno, Felipe, 
Prof. Dr., Madrid, ES; Baquero, Fernando, Prof. Dr., 
28028 Madrid, ES; Baquero, Rosario, Madrid, ES; 
Bravo, Daniel, Cerceda, ES; Sonenborn, Ulrich, Dr., 
44799 Bochum, DE; Schulze, Jurgen, Dr., 14558 
Bergholz-Rehbrucke, DE; Proppert, Hans, 58095 
Hagen, DE 



Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Priifungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(54) DNA-Sequenz und Microcin aus Escherichia coli StammDSM 6601 

© Die Erfindung betrifft eine DNA-Sequenz mit der in Ab- 
bildung dargestellten Nucleotidfolge und das dadurch co- 
dierte Peptid, Derivate des Peptids sowie die Verwendung 
der DNA-Sequenz, des Peptids sowie der Peptidderivate. 



o 

00 

in 

Lf) 

o 
o 

Ul 

Q 



-tan. > 

•mniiM 
actgt-.ta-.| 
tiftitttfi 
aaaitvatpt 
gctf atar.g 

;ltatlgact 

aiaaat afaf 

mull get 
t taatgt c ag 
•fgfetltft 
tltatctf at 
ffiatttagi 
444414114: 
gctcalcift 
igttitaiag 
CJfCettaM 
it i prtjifci 

• njt at rt a 

I CSSt tjl Cft 

i tgaaaat :a 
gtf.ca4.fc 
triinit" 
flt(4*Blf I 
*44affig<t 
4i4flace<> 
4e4tfaeac4 
,44t<agcltu 

atatotctlc- 
at • gegti 
««)tf :cctea 

ajcyt aaaf « 
cilf>ll"< 
(teccj.rgf 
1 at Jt laaa i 
"t^f eiatfc 

tJfCtfftfa 
MJtatcjttfC 
ICfWtttO* 
ggtf gtatCC 
ttaftlflffj 

C" ff<f4ral 
fcea gated 

uiliiiici 
"♦•■♦fief • 
'•I'nf.il 
tjttf ttftt 
ct,4«4t*w.4< 
ituinm 

■ltd |HII 
gfe aaiacca 
trlfftf aat| 
i|ijin:<t 
Igcaf eegaa* 
gtg tlaatg I 
i H7» cj«ti 
timi.ttj 
I e* at 4aae a 

if ttltia;i 

• I'miii' 
tj-.tctitt. 
at c t at ii at 
•tlitlattl 
C f aaataaaa 
(fftlCa<tt 
iftctataii 

'.:»•■« .»• 

eaiatfataa 
C4;fC4t4CC 
ifaaaatf :t 
Itgrattc at 
04CI4ataag 
gtigatgtaa 
r ata(tag>a 
■ a.eaat >a* 
(rgafatcat 
luuallat 

• IMIIMf*. 
f ttttaat ft 
C4gg.4l.4 4 

tit i vttta: 



lajtaat eat 
•aqaj.t egg 

t|ltf •<(■( 
tt9.ltc.rt 
aafcarf let 
gaeffatctg 

41Ctf.t4C-a 
aaattltf 44 
ataattttM 
K-.ffart rg 
iijtjuta 
acfOfcaat. 
ta>-(tcf9C4 
<-f«t«.(4l< 
tgtcalfcig 
tga:a-.(a B t 
i"tcjtl a 

tgteatacag 
atact.KM 
ttatc.f eaa 
far aacrant 
tt.jtcot" 
eg aaattcat t 
f 1-444:3 f te 
If 4t c M att 
f44t4ttcgt> 
44«t4tate« 
faataCf gcq 
t ••.?.*« tat 
at iieiHta 
C4f tgeaaaa 
aleltcteiii 
irac«'.|lii 
Otcjt aagit. 

agegctgyv 
laalcaccg ta 
ft gecMftla 

tgageetf 14 

ia aero f Ca 
jaicactc; jo 

«»»19J144« 

rfCttan * r 
fl<.ritgft c 
itatecarct 

caatclff.* 
ateiiaccto 
■ ff^nat t a 
glCltatffa 
Jfllaitan 
ggalg74ttl 

iCCtttffCl 

ttfaaetfaf 
a«*)44f Ufa 



ftctt at at« 
ttttfeggtr 
ttaatasttf 
utttLIlCCI 
gt :tc4fcjg4E 
fat: tiff al 

fcttca ana 

attaetatf t 

att.t.fcat 

•tttticcte 

C.T aajtt CCC9 

ttlctg atf t 
BCMBtlff c 

tttgrt:a:f 

fticftgtgj 
ctffiaaaac 
Clt4C43l» 
aeaaa agf fr 
«a4aaraatc 
c It inane 
CI f caaeff t 
.tecgagegt 

441 f tC| )*<t 

t.ttfaaf ecl 
4« gaetccti 
ff<«cctcig 

faegjaaaaaa 
til aggegt 4 

f f »««f etc a 

f ClJCJtC*' 
Of caatg.ta 
taatctc-.<i 
vaiuat.arr 
tat Itltaac 
CfUCtlCat 
itf.afffft 
■ »tc?ci(a 
f I444tt b .tr 
tc4|gtgg tt 
t04tggc«:t a 
Ctc4CtfCjtt 
let cagactf 
igjtt circn 
cif t »ccgcf 
gataajttsia 
■4fgc..at4 
aagcetft at 
ccagct taac 



ttttc»jt.fj9 
aataatf af t 



ig<«.«tfwt 
cait.at 44 a 
•«at-ffat4; 
axagara/aecg 
cagacf acga 
ataigcca.t 

44 44vt49«f 

4tf.gjV.tac 
aaatgaitat 
tfaf.atttC 
ff liaagaig 
tattcegglf 
ftttclltlg 
ftec.gaa.l 
eaaatatatf 
jctjgtacgt 

f tacattcat 
lt«tr*itgf 
f f aatjt taaa 
t t?tgcct at 
9C4t*gt»4C 
c:gt I44tg)4 
ff aat.tgtga 



«*»3*4f44 
4(t4<tatfjt 
acg ic««tt 
9Ct#t::cca 

4f ff *tf 111 
«ggf I atfaa 

lotattcttC 

44*1 t«t Vlt 

OiU'MH 

C4ttt4444t 

gitataaii. 
tC4lE4t4C« 
tiatttgtaf 
gtt.at age fa 
gagf tgaegaj 
t I4tt4f«rg 
lllltactii 
if'ltfgAt* 
i< tt atatlg 
gtaacfcect 
.at get? agt« 

glitgict?. 

ag t ..I at ff 



•ft|4ai:ci 
a«ti«t4t9C 
an fa a-. • If 
re ?f<7f 1414 
ctagAalt fa 
cicif i if ta 
tff ggagaaf 
«**«^g»gtgi 
•44tg laicf 
tteff t t.aa 
gt<4f gaff* 
ja4t*>ggt«l 
t<att4ttf: 

CiafajfjftV t 

aafgafif t t 

f..^fft4t 

a«««glll4C 
airgcgtici 
ajf/vaia.a 
Sf tttaitaa 
> Itll a v CCl 
.gatlffagac 
4«f4fiiie« 
tfactftcff 
ac.vatt tet 
cfaacfatg t 
: ' tctgc»ii 
c atca f c >i -j 
t ttvatggta 
arct«c««Et 
tttaajagtf 
41f act |M1 
f ttecf ftia 
tgatftgad 
gcccfigg.g 
CiTWttclIt 
tfigatllta 
iatctfttca 
4tl*<a<t-f 
»f ISt«f*j:i 
tft'-f tc*f 
alffatcat*) 
atfttct tta 
atf af g.cf c 
c«gc<««cat 
f atactttg a 
»t«fj[*«jtf 
aj^l t ttacca 
tegyatagaaa 
fltattftCa 
rtf aiitt4</ 

tlMUJIU 

tttgtgaiT) 
cagttttCff 
ctg ail 44 If 

attfaaakef 
i.tf aaafcv 
4)tf Iff ct a 
ftattgiti ; 
ggaaiaaata 
gg. tea. t tt 
f a.tf ifica 
Iffff git .g 

f ffCCf 44<lt 
fat acagaat 
4tt4ttfca> 
Ctactff tgl 
t «t •« tf '< 
ttafltatta 
ItttCICtttt 
• »f lf» MJ*a 
f aatf llff j 
fHatttfft 
•.•cgacggtl 
■f*aa|4ffl 

tt.atf aagc 
atf ttaffCI 

tfttcaiTt t 

t 4f gfffCatf 
1 aatt..a*ig 



>C*<afl«4. 
trtas aitcv 
cgaiaaafca 
t larctjfge 
gjtt«e.l«< 
aaff iffftl 
ga« alftart, 
al.a^atf ta 
ctf ataci It 
c.f tgaaf jt 
tltafaiaac 
atf f 1 1 44 tf 
tgj: net ai 
c.tal it tt 
fat alaaa.a 
tftcajlf II 
ttcrrdictg 
atavacifat 
aataatga aa 
tf a leaf tta 

■aa-jCf 9«r« 
tC4f« :acca 
f44 4f Mf t| 
faaaf tCf ag 
9<a{ JttAll 

tf teajt t4t 

44441 ttffi) 
ggaaltg ttg 
taaaftcatt 
f|aa44tgaa 

giiitnif. 
ffaaiatcaf 
neatftf a« 
tt v ftaaf44 
(aaacct I )• 
tactggajtt 

g taacttcit 
• •at i 

4»fC«tffI« 
f4Ct«atlii4 

etfr**( tg a 
eg. tt ciigc 
t4ttf fitcag 
tt.ati;4at4: 
tctci jaicf 
fff gcarfrt 
ccntfif at 
tf g tttacgt 
ttfifftgai 

CVf t 11441 t 

4tf if atfaa 
cttt tf 1 1 f 0 
ataatca ja-. 
atcft|]:tfc 
ag rfdattft 

ttfctfagal 
af taagtaca 
tatcfffif, 
aaggaf etij 
a 1 1 ateaacg 
gc g la.atat 

f 4f C44f EC4 
ftf.4S-.fff 

cat accfg.a 
gifiatfit: 

acagaga aal 
aactl tgt44 
tgvttt t it t 
Ctatff ti ai 
atvfttf iff 
attaagaaa.c 
caggcig 44t 
let Ittf ccg 
ifl«cctac. 
444la4.gtf 
.cgtgct 4C. 
tCUCf aac-f 
t tat cat itf 
atat tgt at t 
f««iattiga« 



ag itfaatfg 

laattrxagt 
taatctf att. 

ItttCt tf 4f 

f-.ctfajtgf 
Iff togaiaa 

4SC ft t4lf C 

ft tectetga 
t : t ji^.i 33B 
4t t 4caggaa 
4f4444alga 

4tfClff|44 

agcvfcejtf 
teaff C9t4C 
ff Jf.tecif 

44IC4tCjt< 
gjagjttgt.4 

f eg tttcgtu 
iat4actiff 
atta.te.gi 
a> rgaacaga 
f 4t,t;tgit4 
fttaacictf 
t«rctgagtg 
:ct94]aaca 
4t ttcggctg 

c *|ittrf tf 

actatiaff 
vC94tgect» 
atgataaiccg 
cetiictatg 

444. at' at. 

gfigieitgct 
mis«t>l 

«(i"Uiat 

vfa: guest 
cgtfctggtc 

ItltCtCfft 
r»l»fgtfaa 
CtflJt tt at 

ag caat gaat 
M-lggaecft 

4C4tJtg)C4f 

ecgtaaatta 
i ittacctf i 
fat fClf tea 
cef.attegc 

cgaggixalf 
tte.fgtatt 
eg ccttjcf at 
ja.aa-.afjj 
tttf rtgaca 
atf 4 1 ItCfC* 
fa|c«c||I( 
guatatccagt 
ctcecjftfec 
lifaaaagta 
tat fat afcf 
tilflf^tCI 
liHci-.lit 

■a.aggtctt 
• en ggaata 

c»t taatget 
taefttf a«a 
«)«i"t»i 
*l.«ttt.to 

44t:ttttt4 
ctaa.cgiga 
t4tetg4a4a- 
1 441 toet tt 

fff t 114141 

tg-ci c-ectc 
aotctteg Id 
V»*f ft***! 
tttattaltt 
afattftaa. 
(etfCt,4tf4 

it:aitt-.t» 



tfeaf 4ii4t 
tltaaatifaf 
:ae*f a a4a a 
ttntctm 
-.aaagafaaa 
tttlTffaaf 
ttt*4(aifl 
t*l jat.f a. 
aglifCatlt 



alfacigatf 
ct.....f.e 
aallMltaa 
fttt itltci 

*f4ft44>44 

aaaaimal 
aftcecetff 
4atlf4t444f 
tlat tttetf 



If cf 44t avg 

aftltffaM 
t ec.ta.ait 
<tfre4teat 
aagtaltfaf 
4r.ft fgaaa 

•tit 44ft t« 

t> 44C.lt fa 
ttatttccat 



4tjag«tfl44 
t4c.4tatei 
(gitcrggaa 
at44fft4C4 



44f44lttf. 

etjrctttlt 
4a4fC4 9 c<f 



4t.tttjtS*t 
tc.iaiigag 

• •■licit It 
441 lattf 44 
OClCttCCt4 

* a 1 1 C4fC44 
ttakaf lltlg 
tetf4tgact 



>a» 
tit 
at 
ft 

>i» 

• X 

tig 
>t* 
att 
«ic 

ti» 

74> 

tat 

••a 
•It 

n: d 

10IC 

tilt 

lata 
lit* 

tut 

1110 

Itll 
II Jt 
11 i I 
]<:« 
lilt 
1 ' to 
n a c 

lite 

l no 
1C«> 

K«C 

it to 

a-Jlt- 

j:iu 
>)•» 
in* 
salt 
>i:« 

IMC 
2»t« 

I ')(. 
»'»• 
>IJ4 
Kit 
mi 
>«ll 
Jltf 

Mil 

II 4 0 

itaa 
mi 
>«jt 
ttft 
»tta 
lilt 

net 

it>» 

I'M 

Jli a 
i tag 
nag 

• Cia 

• lit 
ntg 
till 
«: t< 
on 
tiag 
t»,t 
tita 

aval 

tilt 

iiaa 

474* 

Hat 
nag 
««aa 
t»ac 
»it« 
stgg 
1 1 a 
*>>g 

• IK 
till 

hi; 



Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft. eine DNA-Sequenz und ein neues hierdurch codiertes Microcin aus Escherichia coli 
StammDSM6601. 

5 [0002] Escherichia coli ist ein gramnegatives Bakterium, das in der menschlichen und tierischen Dannflora, aber auch 
extraintestinal vorkommt. E. coli tritt in zahLreichen Varianten auf, die sich hinsichtlich der Kapsel-, Oberfiachen- und 
Flagellenantigene unterscheiden und in zahlreiche serologische lypen unterteilt werden konnen. Die Einordnung nach 
den Serot.ypen laBt allerdings keine Aussage Liber die unterschiedliche Virulenz der Keime zu. Vertreter ein- und dessel- 
ben Serotyps konnen sowohl im menschlichen als auch im tierischen Korper ein unterschiedlichesPathogenitatspotential 

10 bcsitzcn, das im Extrcmfall von avirulent bis hochgradig pathogen reichen kann. Der E. coli Stamm DSM 6601 gehort zu 
der Serogruppe 06:K5 und wird als nicht. human und nicht tierpathogen bewertet. 

[0003] Als Bakteriocine bezeichnet. man spezifische Proteine, die von bestimmten Bakterien produziert werden und 
mil. abtotender Wirkung gegen andere Stamme derselben oder einer nahe verwandten Bakterienart gerichtet sind. Es sind 
bereits Liber zwanzig Colicine aus E. coli bekannt, die jeweils hohe antibakterielle Spezifitat aufweisen. Zu den Bakte- 

15 riocinen zahlen auch die sogenannten Microcine, die u. a. auch von bestimmten E. coli-Stammen produziert werden. 
Bakteriocine werden, abgesehen von ihrer antibiotischen Wirkung, fur die Taxonomie von Bakterienstammen eingesetzt. 
[0004] Es war bekannt, daB E. coli Stamm DSM 6601 antibiotische Aktivitat aufweist, die dem Vorhandensein eines 
Microcins zugeschrieben wurde, das im folgenden als Microcin M (McmC) bezeichnet wird. Versuche, das Peptid durch 
Anreicherung aus FlLissigkulturen oder durch Extraktion von Kulturen auf Agarplatten oder aus dem Agar anzureichern, 

20 brachten keine verwertbaren Ergebnisse. Es wurde daher versucht, das Microcin mit Hilfe genetischer Methoden zu 
identifizieren. Mit dem oben genannten Stamm von E. coli wurde eine Mu-Mutagenese durchgefuhrt. Der Phage Mu 
kann sich nach Infektion einer Bakterienzelle wie ein Transposon verhalten und an einem beliebigen Ort in der DNA in- 
tegrieren und dadurch eine Mutation hervorrufen. Im vorliegenden Fall wurde der Phage Mud 1 nach der Vorschrift von 
Casadaban (Casadaban und Cohen, 1979, Proc. Natl. Acad Sci. 76, 4530-4533) verwendet. Durch die Mutagenese 

25 wurde eine Mutante isoliert, die kein Microcin mehr produzierte. Aus der chromosomalen DNA dieser Mutante wurde 
das fur die Microcinsynthese kodierende DNA-Fragment isoliert und nach Insertion in den Vektor pUC18 und PCR-Am- 
plifikation kloniert und sequenziert. 

[0005] Uberraschenderweise wurde anhand der Sequenzanalyse festgestellt, daB die mem-Region aus E. coli DSM 
6601 einen dem Colicin V ahnlichen Hemmstoff kodiert, der im folgenden Microcin M (McmC) genannt wird. Die Abb. 

30 1 zeigt die entsprechende Sequenz der mem-Region. 

[ 0006] Die Abb. 1 a zeigt in der Ubersicht die in diesem Bereich aufgrund der DNA-Sequenz vorhergesagten Gene. Die 
Genprodukte McmA und McmB zeigen hohe Sequenzahnlichkeit zu den Exportproteinen fur Colicin und Microcin 24. 
Es folgt das Gen mcml, dessen Produkt nur geringe Ahnlichkeit zu den Immunitatsproteinen der beiden obigen Micro- 
cine zeigt. Direkt. im AnschluB wird das Microcin M (McmC) kodiert. Das darauf folgende Gen mcmP wird in entgegen- 

35 gesctzter Richtung abgelesen und wirkt aufgrund seiner Homologien zum cvpA-Gen (Colicin V Produktion) bei der Ex- 
pression von McmC mit. Stromauf vom mcmA-Gen liegt das Gen mcmD, dessen Produkt Ahnlichkeit mit den fettsau- 
reubertragenden Proteinen (Transacylasen) aufweist, die auch in die posttranslationale Modifikation der E. coli-Hamoly- 
sine involviert sind. 

[0007] Zur Erlauterung wird darauf hingewiesen, daB das Protein CvaB zur Familie der MDR-Proteine (Multi-Drug- 
40 Resistance) gehort, die ATP-abhangig den Export oder Import von kleinen Substanzen, aber auch den Export von Protei- 
nen katalysieren. Es handelt sich um Proteine mit 6 oder 8 hydrophoben Helices in der Membran und einer Domane mit 
einer ATP-spaltenden Aktivitat, womit der Transport vorgang energetisiert. wird. Die ATP-spaltende Aktivitat kann auch 
als separates Protein vorliegen. CvaB und zehn weitere verwandte Proteine besitzen im Gegensatz zu anderen MDR-Pro- 
teinen eine N-terminale Domane mit Cysteinproteinase-Aktivitat im Cytoplasma. Diese Proteinase spaltet beim Export 
45 eine kleine Leaderpeptidsequenz vom N-terminalen Ende des Colicins V ab und zwar nach der Gly-Gly Erkennungsse- 
quenz (siehe Pfeil bei dem Homologieversuch in Abb. la). Eine solche Gly-Gly Sequenz findet sich auch in der abgelei- 
teten Sequenz fur das unreife McmC, einem Peptid aus 92 Aminosauren. Fiir das reife McmG -Peptid ist. somit. eine Ket- 
tenlange von 77 Aminosauren vorgegben. 

[0008] Das Protein CvaA wird iiber eine alpha-Helix in der Cytoplasmamernbran verankert und dient als Verbindungs- 
50 protein (Connector) zur auBeren Membran. In der auBeren Membran bindet CvaA an das TolC Protein. Soweit bekannt, 
bilden die Proteine CvaB, CvaA und TolG einen Proteinkomplex, der den Export von Colicin V Liber die Cytoplasma- 
mernbran und die auBere Membran in einem Schritt katalysiert. Sehr ahnliche Ex porta pparate hat man z. B. fiir das E. 
coli-Hamolysin oder fiir Proteinasen aus Erwinia-Arten gefunden. Aufgrund der hohen Ahnlichkeit zu CvaA und CvaB 
durften das McmA und McmB dieselben Funktionen beim Export und bei der Reifung von McmC erfullen. 
55 [0009] In den nach folgenden Tabellen ist die prozentuale Identitat der Microcine, der Exportproteine und der Imrnuni- 
tatsproteine sowie die prozentuale Identitat im Vergleich zu anderen verwandten Proteinen zusammengestellt: 
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Tabelle la 



Identitat der Microcine im Einzelvergleich in Prozent 
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Tabelle lb 

Identitat der dem CvaA ahnlichen Export proteine im Einzelvergleich in Prozent 
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Tabelle 1c 

Identitat der dem CvaB verwandten Exportproteine in Prozent 




35 



40 



Tabelle Id 

Prozentuale Identitat im Vergleich zu anderen McmD verwandten Proteinen. Abkiirzungen: HlyCneim ein HlyC a 

ches Protein aus Neisseria meningitidis; HlyCec HlyC Protein aus Escherichia coli 
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Tabelle le 
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Prozcnlualc Ident.it at der Immunitatsproteine im Einzelvergleich. Abkurzungen: Cval - Immunitatsprotein von ColV, 
Mcnil - Immunitatsprotein von Microcin McmG, Mtfl - Immunitatsprotein von Microcin M24 
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1 0010) Aufgrund der DNA-Analyse ergibt sich fiir die neue Substanz ein Peptid mit 77 Aminosauren, das aufgrund sei- 
ner GroBe den Microcinen zugerechnet wird. Dieses reife Microcin (MemC) zeigt aber nur geringe Sequenzhomologie 
zu bekannten Polypeptiden wie z. B. Colicin V. 

[0011] Zur Synthese und zur naheren Untersuchung des Peptids wurden uberlappende Oligopeptide mit jeweils fiinf- 
zehn Aminosauren synthetisiert., also 1 bis 15, 5 bis 20, 10 bis 25 usw., und zwar durch Oligopeptidsynthese unter An- 
wendung der Fmoc-Strategie auf einem Polystyrol- 1% Divinylbenzolharz mit 2-Chlortriphenylmethylchlorid als Linker. 
[0012] Die Gesamtsynthese des Microcin-Peptids kann in an sich bekannter Weise durch Segmentkondensation auf 
dem Harz unter Verwendung von drei bis vier Peptid-Segmenten und Einsatz des ABI-Peptidsynthesizers erfolgen, wo- 
bei vorzugsweise so vorgegangen wird, daB mit dem an das Harz gebundenen Segment L, bestehend aus den Aminosau- 
ren 77 bis 54, die gereinigten Segmente II. (Aminosauren 53 bis 24) und III. (Aminosauren 23 bis 1) gekoppelt werden. 
[0013] Die Herstellung von Lipopeptidmischungen zur Gewinnung von Antiseren erfolgt in an sich bekannter Weise, 
wobei Paii^Gys-Lys-Ser-Peptide zur Immunisierung verwendet werden konnen. 

[0014] Zur Beschichtung von Streptavidinplatten fiir ELISA-Teste werden in an sich bekannter Weise Biotinyl-Aca- 
Aca-Peptide verwendet, wobei diese Beschichtungen sowohl mit den entsprechenden Einzelpeptiden als auch mit einer 
Mischung von Peptiden durchgefuhrt werden konnen. 

[0015] Im folgenden wird die Erfindung anhand der Beispiele naher erlautert: 



30 Beispiel 1 

Identifizierung und Sequenzanalyse der mem-Region aus E. coli DSM 6601 

[0016] Nach dem Verfahren von Casadaban et al. wurde eine Mutante, die kein Microcin mehr produzierte, im Platten- 
35 test mit dem Indikatorstamm HI 941 identifiziert. Chromosomale DNA dieser Mutante wurde isoliert und mit dem Re- 
striktionsenzym Hindi verdaut, danach mit dem mittels Smal geschnittenen Vektor pUC18 ligiert. und mit. den Primern 
MuDl (spezifisch fur ein Mu-DNA-Ende) und UNI (spezifisch fiir den ligierten pUC18 Vektor) in einer PGR amplifi- 
ziert. Das DNA-Fragment wurde nach bekannten Verfahren (J. Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniatis; Molecular Gloning, 
Gold Spring Harbor Laboratory Press, Gold Spring Harbor, 1989) kloniert und sequenziert. Es stellte sich heraus, daB 
40 dieses DNA-Fragment. hohe Sequenzahnlichkeit zu dem Golicin-V-Exportprotein B aufwies. Klonierung und Sequenz- 
analyse des gesamten Bereiches zeigten, daB diese Region einen dem Golicin V ahnlichen Hemmstoff kodiert. 

Beispiel 2 

45 Synthese des Microcins 

[0017] Die Aminosauresequenz des Microcin McmG laBt sich aus der DNA der Region, die dieses Peptid kodiert, ab- 
leiten und ergibt sich aus der beigefugten Abb. 3. 

[0018] Zur Synthese des Peptids werden in an sich bekannter Weise (G. Jung, Ed.; Gombinatorial Peptide and Non- 
50 Peptide Libraries, Wiley VGH, Weinheirn, 1996) Oligopeptide mil funfzehn Aminosauren synthetisiert, die uberl append 
die Aminosauren 1 bis 15, 5 bis 20, 10 bis 25, 15 bis 30 usw. aufweisen. Die Synthese erfolgt unter Verwendung von 
Fmoc-Schutzgruppen auf einern Polystyrol- 1%-Divinylbenzolharz nach dem Merry field- Verfahren mit 2-Ghlort ri phe- 
nyl methylchlorid als Linker. 

[0019] Nach hinreichend langer Synthesedauer werden in den jeweiligen Ansatzen die Peptide vom Harz gelost und 
55 unter Verwendung von HPLG und ES-MS-Spektroskopie untersucht, Die Sekundarstruktur kann zum Teil durch Unter- 
suchung des Girculardichroismus festgestellt werden. 

[0020] Die Gesamtsynthese des Peptids aus siebenundsiebzig Aminosauren erfolgt unter Verwendung eines ABI-Pep- 
tidsynthesizers unter Kondensation von Peptidsegmenten auf dem Harz, wobei vorzugsweise mit dem harzgebundenen 
Peptidsegment I. (Aminosauren 77 bis 54) angefangen wird und dann die gereinigten Segmente II. (Aminosauren 53 bis 
60 24) und III. (Aminosauren 23 bis 1) gekoppelt werden. 

[0021] Die freien Peptide konnen uber HPLG gereinigt werden, wobei die Reinheit fiir die Derivatisierung etwa 90% 
betragen sollte. 

[0022] Fiir die Derivatisierung zur Herstellung von Lipopeptiden wird nach publizierten Verfahren vorgegangen (K.- 
H. Wiesmuller, G. Jung, G. Hess; Vaccine 7: 29-33, 1989; G. Jung, K.-H. Wiesmuller, G. Becker, H.-J. Buhring, WG 
65 Bessler; Angewandte Ghemie [Internat. Ed.] 24: 872-873, 1985). Die Herstellung von fur ELISA-Teste geeigneten bio- 
tinylierten Peptiden erfolgt ebenfalls nach bereits publizierten Verfahren (G. Jung, Ed.; Gombinatorial Peptide and Non- 
Peptide Libraries, Wiley VGH, Weinheirn, 1996). 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Pharma-Zentrale GmBH 

* ■ 

<120> DNA-Sequenz una Microcin aus Escherichia coli Stamm DSM 5 
6.601 

<130>. PT66/000 

10 

* 

<140> DE 10055789. 9 
<141>' 2000-11-10 

15 

<160> 1 

<170> Patentln Ver. 2.1 

20 

<210> 1 
<211> 5381 
<212> DNA 

25 

<213> Escherichia coli 
<400> 1 

ataagggaaa tagtaatcat gtcttatata agggaaacca tcagaggaaa agatgaatgg 60 30 

■ 

actgtttatg aacagatcgg ttttgcggtc agttgtatgc tctacaatcg- taattacagt 120 
ctgtatccgg tgttaaccat tcaatactgg actgaatatg cgatacagca taatcagatt 180 
aaattcctgt ttgattcacg aggttttcca ctggcgtata ttacctgggc atatcttgag 240 

* ' 35 

gctgatacag aagcacgcct gctcagggat ccagaattca ggttgcatcc gtctgaatgg 300 
aatgaagatg gaaggatctg ga'ttctggat ttctgttgta aaccaggctt tggtcgaaaa 360 
gttattgact atctcataca gcttcagcca tggggagaag gagaagtacg atggttaagc 420 
aggcgaaaga aaattgtgac atacatccct gagcggctgc ataaaacgta gtacctctga 480 
agatacagag .ataattgtaa attacggggt aaatgcatcg ctgatactat tttgacagga 540 
ctctgtattt tctggctttg attatagcat ttcggttaac cagtgaaggt attacaggaa 600 
aagtgtgagt aagaggagct attttgtttc gtcaggatgc tttagaaaac agaaaaatga 660 
agtggcaggg' acgggcaata ttacttcccg gaataccact atg'gttaatc atgctgggaa 720 45 
gcatagtgtt tattacggca tttctgatgt tcattattgt tggtacctat agccgccgtg 780 
ttaatgtcag tggtgaggtc acaacctggc caagagctgt caatatatat tcaggtgtac 840 
agggatttgt tgtcaggcag tttgttcatg aaggacagtt gataaaaaaa ggggatcctg 900 
tttatctgat tgacatcagt aaaagtacac gtagtggtat tgtcactgat aatcatcgtc 960 
gggatataga aaaccagctg gttcgtgtgg acaagattat ttcccgtctg gaagaaagta . 1020 

* * 

aaaaaataac gctggatacc ctggaaaaac aacgcctgca. atacacagat gcgtttcgtc 1080 

gctcatcaga tattatacag cgtgcagagg aagggataaa aataatgaaa aacaacatgg 1140 

aga'attacag aaactatcag acaaaagggc tgattaataa agatcagtta actaaccagg 1200 

tggcattata ttatcagcaa caaaacaatc ttcttagcct gagcggacag aacgaacaga 1260 

atgccctgca gataaccact ctggagagtc agattcagac tcaggcagca gattttgata 1320 

accgtatcta ccagatggaa ctgcaacggt acgagttaca gaaagaactg gttaacactg 1380 60 

atgtggaggg cgaaatcatt atccgggcgt tgactgacgg gaaagttgac tccctgagtg 1440 

tcactgtcgg gcaaatggtc aatcccggag acaaccttct gcaggttatt cctgagaaca 1500 

ttgaaaatta ttatcttatt ctctgggtcc cgaatgatgc tgttccttat atttcggctg 1560 

» , ■ 

65 
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15 



20 



30 



gtgacaaagt gaatattcgt tatgaagcct ttccggcaga aaaatttggg cagttttctg 1*620 
ctacggttaa aactatatcc aggactcctg catcaacaca ggaaatgttg acctataagg 1680 
gagcaccaca gaatacgccg ggcgcctctg ttccctggta taaagtcatt gcgatgcctg 1740 
aaaagcagat tatcagatat gacgaaaaaa acctccctct ggaaaatgga atgaaagccg 1800 
aaagtacact atttctggaa aaaaggcgta tttaccagtg gatgctttct cctttctatg 1860 
acatgaaaca cagtgcaaca ggaccgctca atgactaacg ggaatttcag -acaaattata 1920 
aatcagcttg atatgcgctg gcgacgtcgt gttccggtta ttcatcagac ggagaccgct 1980 
gaatgtggac tggcctgcct ggcaatgata tgcggtcatt. ttggtaagaa tattgacctg 2040 
atcftctcttc gtcgtaagtt taatctctcg gcccgtggag caaaccttgc aggaatcaat 2100 
ggaatagcgg agcagctggg gatgatcacc cgggctcttt cactggagct ggatgaactt 2160 
ggtgccctca aaatgccgtg tattctccac tgggatttca gtcacttcgt cgtgct'ggtc 2220 
agcgtaaagc gtaaccgtta tgtactgcat gatccggcca gaggaagaag atatctcggt 2280 
cgggaggaaa tgagcc^gta t.tttacgggc attgcacttg aggtctggcc cggaggtgaa 2340 
ttccggacgg aaacccagca aacccgcata agtctccgtt cactgattaa cagtatttac 2400 
ggtattaaaa gaacactggc gaaaattttc tgtctgtcag ctgtaattga agcaatcaat 2460 
ctggtaatgc cggtgggaac tcagctggtt atggatcatg cgattccggc ggcjggaccga 2520 
gggctgctga cgcttatttc tgctggcctg atgttcttta tattgctcag ggccgcggtg 2580 
25 agtatgctgc gtgcatggtc etcactggtt atgagcacgc tcatcaatat acagtggcag 2640 
tcgggtctgt ttaaccacct tctcagactg ccgctggcat tttttgaacg ccgtaaatta 2700 
ggtgatatcc agtcgcgttt tggctccctt gacactttga gggccacctt taccacctgt 2760 
gtggttgggg caatcatgga cagtattatg gttgtgggtg tttttgtgat gatgctgtta 2820 
tatggaggat atcttacctg gatagttctc ggttttacca tggtttacgt tcttattcgt 2880 
ctggtgacat acggctatta ccggcaaata tcggaagaaa ctcttgccag gggggcccgg 2940 
gccagctcct "attttatgga aagcctgtat ggtattgcca cggtaaaaat ccagggtatg 3000 
gtcgggatcc ggggaacaca ctggcttaac ctgaaaatag atgcgatcaa ttcaggtatt 3060 
aagttaacca ggatggattt gctcttcggg ggaataaata cttttgttgc cgcctgtgat 3120 
caggtggcga ttttatggct gggtgcaagc. cttgtgatcg ataatcagat gacaataggg 3180 
atgtttgtgg catttggttc ttttcgtggg cagttttcgg atcgggttgc ttcgctgacc 3240 
agttttcttc ttcaactgag aataatgagt ctgcataatg agcgcattgc agatattgca 3300 
ctacatgaaa aggaagaaaa gaaaccggaa attgaaatcg ttgctgacat gagcccggtt 3360 
tcactggaaa ccactgattt aagctaccgg tatgacagcc agtcagcaca ggtattcagt 3420 
ggtctgaatt tgtctgtggc tccgggagaa agtgtggcta taactggtgc ctccggtgcc 3480 
ggaaaaacca cattaatgaa agtattatgt ggactgtt.tg aaccagatag tggaaaagta. 3540 
ctggttaatg gcaeggatat acgtcaactt ggaataaata attatcaccg tatgatagcc 3600 
tgtgttatgc aggacgaccg gctattttca ggatcaattc gtgaaaatat ctgtgggttt 3660- 
gcagaagaaa cagacgacga. atggatgaca gaatgtgcca gagcaagtca tattcatgat 3720 
gtgataatga aaatgccaat ggggtatgaa acgttaatag gtgaactggg ggaaggtctt 3780 
tccggcggtc aaaaacagcg tatattcatt gcccgagctt tataccggaa acctggaata 3840 
ttatttatgg atgaggctac aagttctctt gatacagaaa gtgaacgttt cgttaatgct 3900 
55 gccataaaaa aaatgaatat cacccgggtg attattgcac acagagaaac tacgttgaga 3960 
actg'ttgaca ggattatttc tatttaaaat ccactggtgt a^ctttgtaa ggagttttg.t 4020 
cgatggggga ggtcaagaag gatataaaaa taacagtgat tgcttttgtt atcaattatc 4080 
tgttctttta tattccggtg tcattatatc ttagttatta ctatggatat aattttttta 4140 
atctatatat gtttttttta tcacttgtag ttacattttt atcgttgtgg . ttaaacgtga 4200 
atttttactt cttcacaaat cttatagcga. aggtgttgaa atgagaaaac tatctgaaaa 4260 
tgaaataaaa caaatatctg gaggtgacgg gaatgacggg caggcagaa t ' taattgctat 4320 
tgcttcactt gct.g.gcacgt ttattagccc gggatt tggt ' tc ta ttgcag gggcttatat '43S0 
aggtgataaa gtacattcat gggcaacgac tgcgacggtt agtccctcca tgtctccctc 4440 
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sggtatagga ttatcatccc agtttggatc cggcagagcjt acatcaagtg cctcttcgtc 4500 
tgcggggagt ggaagttaaa ccttatattg ttaatgaagc acctgttaca ggtgcttcat 4560 
tatatgataa tggtgcctat gtaacgcttt aagttaggct cctccgaacg. tttattattt 4620 
tatgcatacc gcatagtaac aatgccagtc cgtttaattt ttatcatatg agattgtaac 4680 
agaaaatgct ctgttaatga . gtataactga tagaagccag atattgtatt. cctgctatga 4740 
ctgcattcat cgacatgtga agtaatatgg gcattaacag gccattcgac tttatttttg 4800 
cactaataag aactaacgat accagaaaga gcatcaaaaa tgtatgaaag tcagtatatt 4860 
gtagatgtaa tgcagaaaat atgactgatg ttacaatagc agaggtgtaa atattgtcat ' 4920 
taaaccagaa tttaaaagag ttiaaaaagac accctcgaaa tacaatctct tcatatacag 4980 
gaacaagaag tacagaagaa aatatattaa tccataaaat ggctccggaa aaagacattt 5040 
gcgagatcat ccattcttcc gttttcctca ctgccagcag ataagggaca aataactgaa 5100 
taatcattat taaagagaaa agagtaaaaa aaacatccag ccgaaaagaa cctc'ttccta 5160 
atccttctct ttttcggaag aaaataaaat acagtggaac aagaattaga aattcagcaa 5220 
gaaataatgc tggaacaaga agtcccctgg atataagttc ctgcctgttt gtaagaaatg 5280 
caggaataaa ggtaatagaa aatgataaag taaacattga aaagcagccg gctgatgact 5340 
gtttttttat agttgcattt ttattttttg tcatttccat t 5381 
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Patentanspriiche 25 

1. DNA-Sequenz milder in Abb. 1 dargestellten Nucleotidfolge. 

2. Verwendung der DNA-Sequenz nach Anspruch 1 in der mikrobiologischen Analytik und/oder Diagnostik. 

3. Verwendung der DNA-Sequenz nach Anspruch 1 in der Biotechnik als Expressionsvektor oder als Bestandteil 
von Multi-Copy-Plasmiden zur Herstellung des antimikrobiellen Wirkstoffes. 30 

4. Peptid mit der in Abb, 2 dargestellten Aminosauresequenz. 

5. Verwendung des Peptids nach Anspruch 4 zur Herstellung von Antipeptid-Antikorpern. 

6. Verwendung des Peptides nach Anspruch 4 als antimikrobieller Wirkstoff zu mikrobiologischen oder medizini- 
schen Zwecken. 

7. Oligopeptide mit den in Abb. 3 dargestellten Aminosauresequenzen. 35 

8. Verwendung der Oligopeptide nach Anspruch 7 zur Herstellung von Antipeptid-Antikorpern. 

9. Verwendung der Oligopeptide nach Anspruch 7 als antimikrobielle Wirkstoffe zu mikrobiologischen oder medi- 
zinischen Zwecken. 

10. Lipopeptide nach Anspruch 4 oder 7, gekennzeichnet durch Kopplung zu PanvjCys-Lys-Ser-Peptiden. 

1 1 . Peptide nach Anspruch 4 oder 7, gekennzeichnet durch Kopplung zu Biotinyl- Aca-Aca-Peptiden. 40 

12. Verwendung der Lipopeptide nach Anspruch 10 zur Herstellung von Antiseren. 

13. Verwendung der Peptide nach Anspruch 11 zur Herstellung von ELISA-Tests. 
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Abbildung 1 Die 5381 Basenpaare lange 



f _ _ D DNA-Sequen? der komplet- 

ten mem-Region aus. E. coli DSM 6601' 



id mcm prelim: 
sq sequence ; 5 381 3p; 
ataagggaaa tagtaatcat 

, ACTGTTTATG AACAGATCGG 
CTGTATCCGG TGTTAACCAT 
AAATTCCTGT TTGATTCACG 
GCTGATACAG AAGCACGCCT 
AATGAAGATG GAAGGATCTG 
GTTATTGACT ATCTCATACA 
AGGCGAAAGA AAATTGTGAC 
AGATACAGAG ATAATTGTAA 
CTCTGTATTT TCTGGCTTTG 
AAGTGTGAGT AAGAGGAGCT 
AGTGGCAGGG ACGGGCAATA 
GCATAGTGTT TATTACGGCA 
TTAATGTCAG TGGTGAGGTC 
AGGGATTTGT TGTCAGGCAG 
TTTATCTGAT TGACATCAGT 
GGGATATAGA AAACCAGCTG 
AAAAAATAAC GCTGGATACC 
GCTCATCAGA T ATT AT AC AG 
AGAATTACAG AAACTATCAG 
TGGCATTATA TTATCAGCAA 
ATGCCCTGCA GATAACCACT 
ACCGTATCTA CCAGATGGAA ' 
ATGTGGAGGG CGAAATCATT 
TCACTGTCGG GCAAATGGTC 
TTGAAAATTA TTATCTTATT 
GTGACAAAGT GAATATTCGT 
CTACGGTTAA AACTATATCC 
GAGCACCACA GAATACGCCG 
AAAAGCAGAT TATOAGATAT 
AAAGTACACT ATTTCTGGAA 
ACATGAAACA CAGTGCAACA 
AATCAGCTTG ATATGCGCTG 
GAATGTGGAC TGGCCTGCCT 



ATATCTCTTC 
GGAATAGCGG 
GGTGCCCTCA 
AGCGTAAACC 
t-GGGAGGAA 3 



GTCGTAAGTT 
AGCAGCTGGG 
AAATGCCGTG 
GTAACCGTTA 
TGAGCCGGTA 
TTCCGGACGG AAACCCAGCA 
G G T ATT AAAA GAACACTGGC 
CTGGTAATGC CGGTGGGAAC 
GGGCTGCTGA CGCTTATTTC 
AGTATGCTGC GTGCATGGTC 
TCGGGTCTGT T.TAACCACCT 
GGTGATATCC AGTCGCGTTT 
GTGGT7GGGG CAATCATGGA 
TATGGAGGAT ATC77ACC7G 



NARY; DMA; '53 81 3P. 
1601 A; -971 C; 126 
GTCTTATATA AGGGAAACCA 
TTTTGCGGTC AGTTGTATGC 
TCAATACTGG ACTGAATATG 
AGGTTTTCCA CTGGCGTATA 
GCTCAGGGAT CCAGAATTCA 
GATTCTGGAT TTCTGTTGTA 
GCTTCAGCCA TGGGGAGAAG 
ATACATCCCT GAGCGGCTGC 
ATTACGGGGT AAATGCATCG 
ATTATAGC AT • TTCGGTTAAC 
ATTTTGTTTC GTCAGGATGC 
TTACTTCCCG GAATACCACT 
TTTCTGATGT TCATTATTGT 
ACAACCTGGC CAAGAGCTGT 
TTTGTTCATG AAGGACAGTT 
AAAAG T AC AC GTAGTGGTAT 
GTTCGTGTGG ACAAGATTAT 
CTGGAAAAAC AACGCCTGCA 
CGTGCAGAGG AAGGGATAAA 
ACAAAAGGGC TGATTAATAA 
C AAAAC AATC TTCTTAGCCT 
CTGGAGAGTC AGATTCAGAC 
CTGCAACGGT ACGAGTTACA 
ATCCGGGCGT TGACTGACGG 
AATCCCGGAG ACAACCTTCT 
CTCTGGGTCC CGAATGATGC 
TATGAAGCCT TTCCGGCAGA 
AGGACTCCTG CATCAACACA 
GGCGCCTCTG TTCCCTGGTA 
GACGAAAAAA ACCTCCCTCT 
AAAAGGCGTA TTTACCAGTG 
GGACCGCTCA ATGACTAACG 
GCGACGTCGT GTTCCGGTTA 
G G C AATG ATA TGCGGTCATT 
TAATCTCTCG GCCCGTGG^G 
GATGATCACC CGGGCTCTTT 
TATTC7CCAC TGGGATTTCA 
TGTACTGCAT GATCCGGCCA 
TTTTACGGGC ATTGCACTTG 
AACCCGCATA AGTCTCCGTT 
G AAAAT TT TC TGTCTGTCAG 
TCAGCTGGTT ATGGATCATG 
TGCTGGCCTG ATGTTCTTTA 



CTGGTGACAT 
GCCAGCTCCT 
G7CGGGATCC 
AAGTTAACCA 
CAGGTGGCGA 
ATGTTTGTGG 
AGTTTTC'TC 



ATT7TATGGA 
GGCGAACACA 
GGATGGA7TT 
TTTTATGGCT 
CAT7TGG7TC 
TTCAACTGAG 
CTACATGAAA AGGAAGAAAJ\ 
7CACTCGAAA CCACTGATTT 
GGTCTGAATT TGTCTGTGGC 
G G AAAAAC C A CATTAATGAA 
CTGGT7AATG GCACGGATAT 
TGTGTTATGC AGGACGACCG 
GCAGAAGAAA CAGACGACGA 
GTGATAATGA AAATGCCAAT 
TCCGGCGGTC AAAAACAGCG 
TTATTTATGG ATCAGGCTAC 



CTCACTGGTT 
TCTCAGACTG 
TGGCTCCCTT 
CAGTATTATG 
GATAGTTCTC 
^ .-jvrtT A 
AAGCCTGTAT 
C7GGC77AAC 



ATGAGCACGC 
CCGCTGGCAT 
GACACTTTGA 
GTTGTGGGTG 
GGTTTTACCA 

O ^ ^ "N -y y - 

* - Jv- -s.nL-.-vx,-\ 
l i i. o ^ L 



9 G; 1540 
TCAGAGGAAA 
TCTACAATCG 
CGATACAGCA 
TTACCTGGGC 
GGTTGCATCC 
AACCAGGCTT 
GAGAAGTACG 
ATAAAACGTA 
CTGATACTAT 
CAGTGAAGGT 
TTTAGAAAAC 
ATGGTTAATC 
TGGTACCTAT 
CAATATATAT 
GATAAAAAAA 
TGTCACTGAT 
TTCCCGTCTG 
ATACACAGAT 
AATAATGAAA 
AGATCAGTTA 
GAGCGGACAG 
TCAGGCAGCA 
GAAAGAACTG 
GAAAGTTGAC 
GCAGGTTATT 
TGTTCCTTAT 
AAAATTTGGG 
GGAAATGTTG 
TAAAGTCATT 
GGAAAATGGA 
GATGCTTTCT 
GGAATTTCAG 
TTCATCAGAC 
TTGGTAAGAA 
CAAACCTTGC 
CACTGGAGCT 
GTCACTTCGT 
GAGGAAGAAG 
AGGTCTGGCC 
CACTGATTAA 
CTGTAATTGA 
CGATTCCGGC 
TATTGCTCAG 



C T G AAAAT AG 
GGAATAAATA 
CC-GTGCAAGC CTTGTGATCG 
TTT7CGTGGG CAGTTTTCGG 
.-_AT AATC ACT C TG C A T AA TG 
GAAACCGGAA ATTGAAATCG 
AAGCTACCGG TATGACAGCC 
TCCGGGAGAA AGTGTGGCTA 
AGTATTATGT GGACTGTTTG 
ACGTCAACTT GGAATAAATA 
GCTATTTTCA GGATCAATTC 
ATGGATGACA GAATGTGCCA 

■»» 



GGGGTATGAA 
TATATTCATT 



ACGTTAATAG 
GCCCGAGCTT 
GAT AC AG A 



- v —- ■ ^- .~U~. I j\ i 

TTTTTGAACG 

GGGCCACCTT 

TTTTTGTGAT 

TGGTTTACGT 

C7CTTGTCAG 

CGGTAAAAAT 

ATGCGATC.AA 

CTTTTGTTGC 

ATAATCAGAT 

ATCGGGTTGC 

AGCGCATTGC 

TTGCTGACAT 

AGTCAGCACA 

TAACTGGTGC 

AAC C AG A TAG 

ATTATCACCG 

GTGAAAATAT 

GAGCAAGTCA 

GTGAACTGGG 

TATACCGGAA 

GTGAACGTTT 



T; 0 OTHHR; 
AGATGAATGG- 
TAATTACAGT 
T AATC AG ATT 
ATATCTTGAG 
GTCTGAATGG 
TGGTCGAAAA 
ATGGTTAAGC 
GTACCTCTGA 
TTTGACAGGA 
ATTACAGGAA 
AG AAAAATG A 
ATGCTGGGAA 
AGCCGCCGTG 
TCAGGTGTAC 
GGGGATCCTG 
AATCATCGTC 
GAAGAAAGTA 
•GCGTTTCGTC 
AACAACATGG 
ACT AAG C AGG 
AAC G AAC AG A 
GATTTTGATA 
GTTAACACTG 
TCCCTGAGTG 
CCTGAGAACA 
ATTTCGGCTG 
CAGTTTTCTG 
ACCTATAAGG 
GCGATGCCTG 
AT G AAA G CC G 
CCTTTCTATG 
AC AAATT AT A 
GGAGACCGCT 
TATTGACCTG 
AGGAATCAAT 
GGATGAACTT 
CGTGCTGGTC 
ATATCTCGGT 
CGGAGGTGAA 
CAGTATTTAC 
AGCA.ATCAAT 
GGGGGACCGA 
GGCCGCGGTG 

CCGTAAATTA 
TACCACCTGT 
C-ATGCTGTTA 

* — - - -'\ - . w *^> i 

CCAGGGTATG ' 
TTCAGGTATT 

TTCGCTGACC 
AG A T ATTGC A 
GAGCCCGGTT 
GGTATTCAGT 
CTCCGGTGCC 
TGG AAAAG TA 
TATGATAGCC 
CTGTGGGTTT 
TAT TC AT GAT 
GGA.AGGTCTT 
ACCTGGAATA 
CGTTAATGCT 
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GCCATAAAAA AAATGAATAT CACCCGGGTG 
ACTGTTGACA GGATTATTTC TATTTAAAAT 
CGATGGGGGA GGTCAAGAAG GATATAAAAA 
TGTTCTTTTA TATTCCGGTG TCATTATATC 
ATCTATATAT GTTTTTTTTA TCACTTGTAG 
ATTTTTACTT CTTCACAAAT CTTATAGCGA 
TGAAATAAAA CAAATATCTG GAGGTGACGG 
TGGTTCACTT GCTGGTACGT TTATTAGCCC 
AGGTGATAAA GTACATTCAT GGGCAACGAC 
AGGTATAGGA TTATCATCCC AGTTTGGATC 
TGCGGGGAGT GGAAGTTAAA CCTTATATTG 
TATATGATAA TGGTGCCTAT GTAACGCTTT 
TATGCATACC GCATAGTAAC AATGCCAGTC 
AGAAAATGCT CTGTTAATGA GTATAACTGA 
CTGCATTCAT CGACATGTGA AGTAATATGG 
CACTAATAAG AACTAACGAT ACCAGAAAGA 
GTAGATGTAA TGCAGAAAAT ATGACTGATG 
TAAACCAGAA TTTAAAAGAG TTAAAAAGAC 
GAACAAGAAG TACAGAAGAA AATATATTAA 
GCGAGATCAT CCATTCTTCC GTTTTCCTCA 
TAATCATTAT TAAAGAGAAA AGAGTAAAAA 
ATCCTTCTCT TTTTCGGAAG AAAATAAAAT 
GAAATAATGC TGGAACAAGA AGTCCCCTGG 
CAGGAATAAA GGTAATAGAA AATGATAAAG 
GTTTTTTTAT AGTTGCATTT TTATTTTTTG 



ATTATTGCAC ACAGAGAAAC TACGTTGAGA 
CCACTGGTGT AACTTTGTAA GGAGTTTTGT 
TAACAGTGAT TGCTTTTGTT ATCAATTATC 
TTAGTTATTA CTATGGATAT AATTTTTTTA 
TTACATTTTT ATCGTTGTGG TTAAACGTGA 
AGGTGTTGAA ATGAGAAAAC TATCTGAAAA 
GAATGACGGG CAGGCAGAAT TAATTGCTAT 
GGGATTTGGT TCTATTGCAG GGGCTTATAT 
TGCGACGGTT AGTCCCTCCA TGTCTCCCTC 
CGGCAGAGGT ACATCAAGTG CCTCTTCGTC 
TTAATGAAGC ACCTGTTACA GGTGCTTCAT 
AAGTTAGGCT CCTCCGAACG TTTATTATTT 
CGTTTAATTT TTATCATATG AGATTGTAAC 
TAGAAGCCAG ATATTGTATT CCTGCTATGA 
GCATTAACAG GCCATTCGAC TTTATTTTTG 
GCATCAAAAA TGTATGAAAG TCAGTATATT 
TTACAATAGC AGAGGTGTAA ATATTGTCAT 
ACCCTCGAAA TACAATCTCT TCATATACAG 
TCCATAAAAT GGCTCCGGAA AAAGACATTT 
CTGCCAGCAG AT AAGGG AC A AATAACTGAA 
AAACATCCAG CCGAAAAGAA CCTCTTCCTA 
ACAGTGGAAC AAGAATTAGA AATTCAGCAA 
ATATAAGTTC CTGCCTGTTT GTAAGAAATG 
TAAACATTGA AAAGCAGCCG GCTGATGAC^ 
TCATTTCCAT T 
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Abbildung 2 Aminosauresequenz des antimikrobiellen Peptids 

(Microcin M, McmC) aus E . coli DSM 6601 



■ I.. JL. 



Protein 1 



DGNDGQAELIAIGSLAGTFISPGFGSIAGAYIGDKVHS 
WATTATVSPSMSPSGIGLSSQPGSGRGTSSASSSAGSGS 



Abbildung 3 



Uberlappende Oligopeptide (Teilsequenzen) aus 
dem antimikrobiellen Peptid (Microcin M, McmC) 
aus E. coli DSM 6601 



J, 1 

i Peptide 

i 
! 


Mol. 
Weight 

(mol/g) 


Weight 
(mg) 


mmol 


Mixture 


Protein ! 

i 
t 

« 

* 

i 


! 1. DGNDGOAELIAIGSLA 


1543.7 


0.46 


0.0003 


M.1 1 1 ! 


!|2. GQAELIAIGSLAGTFI 


1560.8 


0.47 " 


0.0003 


M.l i 1 : 


3. IAIGSLAITF1SPGFG 1 


1507.8 


0.45 


0.0003 1 M.l ! I 


i 4. LAGTFISPGFGSIAGA 


1465.7 


0.44 


0.0003 


M.l. ! 1 ! 


IS! (SPGFGSIAGAYIGDK 


1552.8 


0.47 | 0.0003 ! M.l 1 1 


6. UblAGAYIGDKVKSWA ( 1631.3 0.49 ! O.OOfn i Ml i . i 


;7.AYIGDKVHSWATTATV ! 1719.9 ! 0.52 i 0.0003 


M.l i i 


.' 8. KVflSWATTATVSPSMS ! 1689.9 ! 0.5! 1 0 0001 


Ml 




■ 9. ATTATVSPSMSPSGIG ! 1463.6 


0.44 0.0003 j M.l 




; 10. VSPSMSPSGIGLSSOF 


1580.8 


0.47 


0.0003 M.l 




; 11. SPSG1GLSS0FGSGRG 


1493.6 


0.45 


0.0003 


m.i ! i i 


i 12. GLSSQFGSGRGTSSAS 


1485.6 


0.45 


0.0003 


M.l ! i ! 


! 13. FGSGRGTSS ASS SAGS | 1402.4 I 0 42 


0.0003 


M.l '} 1 1 


i 14. SGRGTSSASSSAGSGS I 1342.3 | 0.40 


0.0003 ! 


M.i | 1 ! 
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